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DAMGO、デルモルフィン (dermoポun)、CTOP(Peninsula Laboratories， Bermont， USA)、
メチオニンエンケファリン (Met-enkephalin，ペプチド研究所、箕面)、モルヒネ (morphine，
武田薬品工業、大阪)、ナロキソン (naloxone，Sigma Chemical， St.Louis， USA)、[3H]ブレ
マゾシン (bremazocine)、[3H]DAMGO、[3H]U69，593(DuPont-New England Nuclear， 




















図 1-1 ラット μオピオイド受容体の推定構造















プライマーとTransformerSite-Directed Mutagenesis Kit (2nd version) (CLONTECH， Palo Alto， 
USA) を用いて行った。作製したキメラあるいは変異型受容体cDNAは適当な制限酵素
で切断して発現ベクター pcDNA3(Invitrogen， Car!sbad， USA)に組み込んだ。キメラおよ
び変異型受容体cDNAはThermoSequenase I Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 




によって以下のようにトランスフェクションした。まず、 COS-7細胞を 150mm dishに1
X 106 cells/dishの密度でまき、 12-20時間 370C、5%炭酸ガス培養器中で培養した。培養
は 10%ウシ胎児血清を含む DMEM中で行った。 PBSで洗浄した後、 transfectionsolution 














を安定的に発現したCHO細胞を回収し、 Tris緩衝液 (50mM Tris (pH 7.4)、 10mM MgCb、












トランスフェクションした受容体を安定的に発現する CHO細胞を 1X 105 cells/wellの
密度で24穴マルチウェルプレートに播種し、 12・24時間培養した。 1ウェル当たり 0.5ml 
のHBS(140 mM NaCl、4.7mM KCl、2.2mMCaCh、1.2mM MgCh、1.2mM KH2P04、1
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μ受容体の Ban1部位よりも C末端側を K受内ループに存在する Ban1部位を用いて、
容体に置換したキメラ受容体μ(BanI)κ とそのミラーイメージである κ(BanI)μ を作製
して、[3H]DAMGOの飽和結合実験を行った。図1-3上段にその結果を示す。[3H]DAMGOは
μ(Ban 1)κ にはほとんど結合しなかったが、 K(Ban I)μ にはμ受容体と同程度の高親和
さらに、第 7膜貫通部位に存在する PvuII-2部(Kd = 4.4 + 1.2 nM) 0 性の結合を示した
位を用いて作製した 2種のキメラ受容体μ(PvuII-2)κおよびκ(Pvu1・2)μ について[3H]
μ受容体の PvuII-2部位から C末端(図 1-3下段)、DAMGOの結合実験を行ったところ
(Kd = 側を κ受容体に置換したキメラ受容体μ(Pvu11-2)κへの親和性は高かったものの
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I-I部位との聞の領域と、第3細胞外ループの Pvu1-1部位と第 7膜貫通部位の Pvu11-2 
部位との問の領域に少なくとも 1カ所ずつ存在することを示すものである。




μ K μ(Ban II)K K(Ban 1)μ 
(3H]DAMGO 3.5 :t0.8 N.D. N.D. 4.7 :t 1.2 
(3H]Bremazocine 2.7:t0.2 3.1 :t0.4 3.9 :t0.5 7.6 :t0.4 
踊 踊 ゴ
μ(pvu 1・2)K K(PVU 1・2)μ μ(Pvu 1・I)K K(PVU 1・1)μ
(3H]DAMGO 1.1 :t0.1 N.D. N.D. N.D. 
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対しては、[3H]DAMGOは高親和性の結合を示した (Kd= 8.7士1.2nM) 0 さらに309番目
のロイシン残基も μ受容体の対応する位置に存在するトレオニン残基に置換した変異型
受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+S31OV+L309T)に対しても[3H]DAMGOは高親和性の結

















































45 :! 9.5 








45士9.5nM) 0 しかしながら、この親和性は変異型受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+ 
S310V)に対する親和性に比べると約5.2倍低いものであった。この結果は、 κ受容体の
297番目のグルタミン酸残基、 310番目のセリン残基および313番目のチロシン残基の置
換により DAMGOは A応結合できるが、その親和性は低く、 DAMGOの高親和性の結合
にはさらに312番目のチロシン残基の変異も必要であることを示すものである。以上の結
果より、 Pvu1-1部位から Pvu11-2部位の聞の領域では κ受容体の297番目のグルタミン
酸残基、 310番目のセリン残基、 312番目のチロシン残基および313番目のチロシン残基






















依存的に抑制した (IC50 = 3.0 + 0.6 nM)が、野生型 κ受容体発現する CHO細胞では
DAMGOはフオルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積の抑制作用は弱いものであった (IC50>
3000 nM)。それに対して、変異型受容体κ(E297K+ Y313H+ Y312W +S31 OV)発現する CHO
細胞では、野生型μ受容体の時と同様にDAMGOはフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄
積を濃度依存的に抑制し、その IC50値は 36+ 1 nMであった (図 1-8A) 0 また、 この
変異型受容体を発現する CHO細胞においては κ受容体受容体選択的アゴニストである
U69，593によってもフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積が濃度依存的に抑制され、その
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U69，S93 concentration (Iog M) 
野生型μ、κ受容体および変異型受容体κ(E297K+Y313H+ Y312W+S31 OV)を発
現する CHO細胞におけるフォルスコリン誘発細胞内cAMP蓄積の DAMGO(A) 
およびU69，593(8) による抑制






討した。その結果を表 1-3にまとめて示す。 COS-7細胞に発現させた場合と同様に、 κ
(E297K+Y313H+Y312W+S31OV)を安定的に発現する CHO細胞に対してPH]DAMGOは高
親和性の結合を示した (Kd= 8.9 + 1.5 nM)口また、 κ受容体選択的リガンドであるp町
U69，593も同様にこの変異型受容体に対し高親和性の結合を示した (Kd= 7.5土 0.7nM) 0 
Hjorthらの報告に見られるように、異なる 2種の標識リガンドを用いて変異型 κ受容体に
対する競合結合実験を行うと、同じリガンドに対する Ki値が異なって算出される場合が
ある。そのため、 IC(E297K+ Y313H+ Y312W+S310V)に対する DAMGOの競合結合実験を
PH]DAMGOとPH]U69，593の両方を用いて行ったが、算出されたKi値は同程度であった
(Ki値はそれぞれ8.1+ 2.6および 16+ 7 nM) 0 これは今回用いた全てのリガンドにお
表 1・3 野生型μ、κ受容体および変異型κ受容体を発現する CHO細胞の膜画分に対す
る各種オピオイドリガンドの Ki値 (nM)
μ K (E297K+Y313H K + Y312W +S31 OV) 
[3HDAMGO [3H]DAMGO [3H]U69，593 [3H]U69，593 
Kct = 1.1 :t0.2 Kct = 8.9:t 1.5 Kct = 7.5 :t 0.7 Kct=1.9:t0.l 
Peptidic Iigands 
DAMGO 0.87 :t 0.01 8.1:t2.6 16:t 7 460:t 100 
Dennorphin 1.5 :t0.3 >3000 >3000 >3000 
CTOP 40:t 8 >3000 >3000 >3000 
Metモnkephalin 3.0:t 0.3 340:t 70 490:t 120 750:t 220 
Nonpeptidic ligands 
Morphine 1.9:t 0.5 190:t 40 150:t30 130:t 10 
dl -Methadone 13 :t 1 13似):t300 >3000 >3∞o 
Fentanyl 1.9 :t0.6 330:t 120 350:t 110 270:t 50 
Naloxone 4.1 :t 0.3 31 :t 8 41 :t 15 19:t 3 
16 




ケファリンはμ受容体には高親和性の結合を示した (Ki値はそれぞれ 1.5土 0.3、40+ 
0.3および3.0+ 0.3 nM)がκ受容体に対する親和性は低かった (Ki値はそれぞPれ>3000、
>3000および750士220nM) 0 K (E297K+Y313H+Y312W+S31OV)に対するこれらのリガ
ンドの親和性は、野生型 κ受容体の親和性と同程度であり (Ki値はそれぞれ>3000、>3000
および340+ 70 nM)、DAMGOの場合とは異なり、ほとんど上昇しなかった O モルヒネ、
メサドン (methadone)およびフエンタニルなどの麻薬性鎮痛薬や代表的なオピオイドア
ンタゴニストであるナロキソンは κ受容体 (Kiはそれぞれ 130士 10、>3000、270士50
および19+ 3 nM) より μ受容体に高親和性に結合した (Ki値はそれぞれ 1.9士0.5、13
+1、1.9 + 0.6および4.1 + 0.3 nM)。これらの非ペプチド性リガンドの K
(E297K + Y313H+ Y312W +S31 OV)に対する親和性も、ペプチド性リガンドの場合と同様に、
野生型 κ受容体と比較して親和性の上昇は見られなかった (Ki値はそれぞれ 190+ 40、























次に、 Pvu1-1部位と Pvu1・2部位の聞の領域で重要なアミノ酸残基を検討し、 κ受容
体の 310番目のセリン残基、 312番目のチロシン残基および313番目のチロシン残基と、
μ受容体の316番目のパリン残基、 318番目のトリプトファン残基および319番目のヒス




















































A receptor-selective ligand non-selective ligand B receptor-selective ligand 
binding pocket 
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容体の場合とは異なり、 NKbglに対し高親和性の結合を示した (Kd= 1 + 3 nM) 0 さら
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N.D. 
31 :! 14 
N.D. 
N.D. 












































NociR: A216， Y幻9，Q280， y281 



































(279-281 )1H1に対するブレマゾシンの親和性 (Kd= 31 + 14 nM) はブレマゾシンの κ受









































































































































cAMP蓄積はノシセプチンにより濃度依存的に抑制され、その IC50値は0.18+ 0.04 nM、
最大抑制率は 77+ 3%であった(図3-2A)0 
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[FIG)NC(1・13)NH2concentration (Iog M) 






* P< 0.01 vs nociceptin (Unpaired student's-t test) 
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示し、その Kd値は 0.19+ 0.04 nM、全受容体量 (Bma.) は61土8fmol/mg proteinであっ
た。競合結合実験において、[F/G]NC(1-13)NH2およびナロキソンベンゾイルヒドラゾンの
Ki値はそれぞれ5.9+ 1.4および4.2士1.0nMであり、ノシセプチン (Ki= 0.35 + 0.09 nM) 
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Ligand concentration (Iog M) 
図3-5 CHO/NociRの膜標品に対する0.5nM[3H]ノシセプチン結合に対する各種リガンド
による阻害
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